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Odontologia. 1. Penda odonto-legal, peritos, documentos médicos, laudos 
periciais, modelos e interpretagào, ètica odontológica. 2. Penda odontológica nos 
foros civil, penai, trabalhista e administrativo. 3. Documentagào odontológica. 4. 
Marcas de mordidas: metodologias de coleta e estudo comparativo. 5. Crimes de 
lesòes corporais: art. 129 do CPB e as pericias odontológicas das lesòes do 
aparelho estomatogmàtico. 6. Os arcos dentàrios na identificagào. 7. Estimativa 
do sexo, idade e estatura por meio do estudo dos dentes. 8. Biotipologia. 9. 
Técnicas de identificagào utilizando o DNA. 10. Técnicas de biologia molecular: 
tècnica de POR, POR em tempo reai, eletroforese, sequenciamento de DNA. 11. 
Traumatologia forense: energias de ordem mecànica, energias de ordem fisica, 
energias de ordem quimica, energias de ordem fisico-quimica. 12. Estimativa de 
sexo, estatura, idade, fenotipo, cor da pele, por meio do estudo do crànio. 13. 
Nogòes de tanatologia. 14. Sexologia forense: estupro e atentado violento ao 
pudor. 


9. Técnicas de identificagào utilizando o DNA. 10. Técnicas 
de biologia molecular: tècnica de PCR, PCR em tempo reai, 
eletroforese, sequenciamento de DNA. 


1.3. Biologia Molecular: transcrigào, tradugào, 
replicagào, mutagào, recombinagào e reparo do DNA, 
expressào gènica. 1.4. Técnicas de Biologia Molecular: 
tècnica de PCR, PCR em tempo reai, eletroforese, 
sequenciamento de DNA; técnicas de identificagào 
usando o DNA. 1.5. Genètica e genètica de populagòes: 
teorema de Hardy-Weinberg, estrutura de populagòes, 
anàlise filogenètica, padròes de heranga genètica, 
selegào naturai, mutagào, deriva, fluxo gènico. 
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Watson e Crick -1953 




Padrào de difra$ào 
de raios-x 

da forma B do DNA 




0 - inclinagàoda hélice: àngulo perpendicular ao longo do eixo 

h = 3.4 A (distància entre as bases) 

p = 34 A (distància entre urna volta completa da hélice, 
unidades repetidas da hélice) 






















Fig, (A.) 
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Genètica - Conceitos bàsicos 


Gene - Sequència de DNA que codifica 

urna proteina 

Somente aproximadamente 1,5% do 
genoma humano é codificador 




Genètica - Conceitos bàsicos 

E os outros 98,5%? 


O DNA nào codificante é composto principalmente 
de sequèncias altamente repetitivas e aos poucos 
as suas fungòes vào sendo descobertas 

Por exmplo, as sequencias Alu e LI representam 
28% do genoma humano 





Genètica - Conceitos bàsicos 

Tamanho do genoma de diferentes organismos 



Organismo 

Tamanho em pb 


Virus Fago À 

5,2 mil 


Escherichia coli 

4,7 milhòes 


Homo sapiens 

3,2 bilhòes 




Amoeba proteus 


670 bilhòes 






Genètica - Conceitos bàsicos 

Numero de cromossomos de diferentes organismos 



Organismo 

Nùmero de cromossomos 


Drosòfila 

8 



Minhoca 

32 



Homem 

46 



Borboleta 

380 









Genètica - Conceitos bàsicos 


No inicio do projeto genoma acreditava-se que 
o genoma humano codificava algo em torno 

de 100 a 120 mil genes. 

Hoje sabe-se que esse nùmero nào passa de 

20 a 30 mil genes 





Genètica - Conceitos bàsicos 


Cromossomos homólogos: 
Cromossomos que formam 
um “par” em espécies 
diplóides. 

Um homólogo é de origem 
materna e outro paterna 
















Genètica - Conceitos bàsicos 


Alelo - Urna das “versòes” de um mesmo 

gene 


Exemplo: Sistema ABO 
Alelos: l A , l B e i 




Genètica - Conceitos bàsicos 


Genotipo: Conjunto de informagòes 
genéticas de um individuo 

Fenotipo: Conjunto de manifestagòes 
fisicas relacionadas a essas informagòes 




Genètica - Conceitos bàsicos 


Homozigose: Quando o individuo 
apresenta os alelos iguais: AA, ii, XX 

Heterozigose: Quando o individuo 
apresenta dois alelos diferentes: Aa, l A i, XY 





Genètica - Conceitos bàsicos 



Homozigoto Heterozigoto Homozigoto 

A/A A/a a/a 




















Genètica - Conceitos bàsicos 


Exemplo 



Genotipo 

Fenotipo 


l A l A 

Sangue tipo “A” 


l A i 

Sangue tipo “A” 


l A l B 

Sangue tipo “AB” 


Sangue tipo “O” 





Genètica - Conceitos bàsicos 


Cruzamentos: Avaliagào dos possiveis 
genótipos dos descendentes a partir do 
genotipo dos seus genitores. 





Genètica - Conceitos bàsicos 
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A respeito da natureza quimica e da funcionalidade do DNA, julgue os itens 
subsequentes: 

- O conteudo informacional do DNA reside na sequència em que suas 
unidades monoméricas estào ordenadas. 

- Espécimes de DNA isolados de diferentes tecidos da mesma pessoa 
possuem a mesma composigào de bases. 

- Durante a desnaturagào do DNA sào quebradas as ligagòes covalentes 
presentes em sua estrutura. 

- Nas moléculas de DNA dos eucariotos, a ocorrència das bases G + C é 
aproximadamente igual à de T + A. 



Reaedo de PCR 


Polimerase Chain Reaction 


Mètodo de amplificagào de DNA invitro 








Ciclo Celular 


Sf 


Cada cèlula-filha 
micia a interfase 



'Intervaio de crescirrento 
da céiula. 

(Os cromossomas amo a 
nào estao duplirados. 
porque a inda nao ocorreu 
replicalo do DNA.) 

Citocinese 



Interzalo em que 
ocorre replicalo 
do DNA. 

(Os crorrcssomas 
ficam duplicados 
no final deste periodo.) 


'°oV / 


Intervaloapós a 
replicalo do DNA. 
em que a céiula se 
prepara para se 
divkJir. 


Final da interfase 
da célula-mae. 
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Reaedo de PCR 


•Utilizada em situagòes em que é preciso 
trabalhar corri quantidades muito pequenas 
de DNA 

•Amplifica sequèncias especificas de DNA 
•Processo realizado em vàrios eidos 





Reaedo de PCR 


•DNA a ser amplificado 
•Primers - Forward e Reverse 
•dNTPs - Nucleotideos 
•DNA Polimerase 





Reaedo de PCR 


Primers: Iniciadores 
da duplicagào de DNA 


(A) DNA syrnhesis r^quiref a. primcr 
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Reaedo de PCR 


Polimerase: 

•Duplica urna fita 
simples de DNA 

•Necessita de urna 
sequència iniciadora 







Reaedo de PCR 


•Taq Polimerase: Enzima polimerase do 
micro-organismo Thermus aquaticus 

•Temperatura de duplicagào de 70 a 72°C 

•Adiciona urna adenina ao final da duplicagào 
da sequència de DNA 






Reacào de PCR 










Reaedo de PCR 


•1 a Fase: Aquecimento a mais de 90°C para a 
separagào da dupla fita 

•Separa tanto a Fita de DNA originai quanto 
os produtos de amplificagào 




Reaedo de PCR 




























Reagào de PCR 

•2 a Fase: Anelamento dos primers 
•Hibridizagào 

•Temperatura varia entre 40 a 70°C conforme 
o par de primers 

•Determina a especificidade da ligagào 
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Reaedo de PCR 








































Reaedo de PCR 


•3 a Fase: Extensào dos primers - Duplicagào 
do DNA 

•Temperatura ótima em torno de 72°C 




Reaedo de PCR 























Reaedo de PCR 





































Reaedo de PCR 


RESEARCH METHOD 



■$ 2001 Sinauer Associates^ Ircc, 


A AAAAA A/\ 


























Reagao de PCR 

•Ao final da reagào, a quantidade de DNA 
amplificado em relagào ao DNA inicial é igual a 
2 n , sendo que n= nùmero de eidos da PCR 

Exemplo: PCR de 29 eidos: 

2 29 = 536.870.912 cópias para cada fifa originai 




Reacào de PCR 













Reagào de PCR 

Efeito Plateau: desvio da quantidade teòrica 

•Perda da atividade da Polimerase 
•Acumulo de inibidores 
•Limitagào dos componentes 
•Competigào entre produtos 
•Pareamento Produto x Molde, 

•Competigào com anelamento do primer 




Reacào de PCR 



















Em urna investigagào de estupro seguido de morte, na tentativa de identificagào do 
criminoso por meio da tècnica de reagào em cadeia da polimerase (PCR), os 
investigadores coletaram material junto ao corpo da vitima. A respeito desse assunto, 
julgue os itens seguintes: 

- Sangue, cabelo e sèmen encontrados no locai do crime constituem material com 
potencial para fornecimento de DNA para a realizagào da tècnica de PCR. 

- A tècnica de PCR possibilità a clonagem de sequèncias especificas de DNA, de 
forma ràpida, numerosa e sem a necessidade de urna célula viva. 

- Por ser bastante simples, a tècnica de PCR dispensa o uso de luvas descartàveis, 
reagentes e solugòes de alta qualidade ou micropipetas de uso exclusivo. 

- Independentemente da tècnica de PCR, a presenga de espermatozóides do 
criminoso em esfregago vaginal da vitima de estupro possibilità a identificagào inequivoca 
deste. 

- Além da molécula de DNA, o RNA também pode ser usado corno molde originai 
para a tècnica de PCR. 


Genètica Forense 


Ramo da genètica humana voltada para 
questòes legais 








Genètica Forense 


• Identificagào Humana através do DNA 

• Estabelecimento de vinculo genètico 




Genètica Forense 


• Quem é a vitima? 

• Quem é o pai dessa crianga? 

•A quem pertence a mancha de sangue 
deixada em um locai de crime? 

• Quem deixou os espermatozóides no corpo 
da vitima? 




Genètica Forense 


Aplicagòes de DNA para fins forenses 

•Justiga Civil: Testes de patemidade 

•Justiga Criminal: Identificagào humana, 
crimes sexuais, crimes contra a vida, crimes 
contro o patrimònio, desastres de massa. 




Perito Criminal - Policia Federai 2004 


Para a realizagào do exame de paternidade, a 
penda, geralmente, é realizada no campo médico- 
legal por meio da pesquisa do DNA. Porém, pode 
ocorrer que, sendo està impossivel por alguma razào, 
o juiz determine a realizagào de penda de caracteres 
dos arcos dentàrios, o que somente sera possivel se 
existirem caracteres teratológicos ou doengas de 
transmissào genètica dominante no campo 
bucodentario, corno a sindrome de Gorlin, que é 
hereditària autossòmica dominante, com alta 
penetrància e expressividade variàvel. 


Genètica Forense 

Identificagào Humana 

Necessidade do ser humano desde antiguidade 

• Caracteres morfológicos 
•Tatuagens 

• Fotografi as 

• Impressòes digitais 

• Marcadores genéticos 




Genètica Forense 

Histórico 


1986 - Alee Jeffreys: Descobriu que o DNA 
apresentava regiòes altamente repetitivas. 

Essas repetigòes variavam de individuo para 
individuo 


DNA fingerprint 





Genètica Forense 










Genètica Forense 

Polimorfismo 


Acumulo de mutagòes durante diversas geragòes 

Gerou sequèncias hipervariàveis no DNA humano 
nào codificante 

Utilizadas para a diferenciagào de individuos 




Impressòes digitais e outras pistas coletadas em cenas de crimes estào cedendo 
espago para as anàlises de DNA nas investigagòes policiais. O DNA extraido de fios de 
cabelo, de pequenas amostras de sangue ou da saliva permite descobrir a identidade de 
criminosos. 

Ciència Hoje, n.° 169, mar./2001 (com adaptagòes). 

Tendo o texto acima corno referència inicial e considerando as técnicas para 
identificagào com base em àcidos nucléicos e os conceitos moleculares e genéticos a 
elas relacionados, julgue os itens a seguir: 

- Apesar de a identificagào com a utilizagào de DNA ser um mètodo bastante 
especifico, algumas caracteristicas genéticas, corno o polimorfismo, sào obstàculos a 
esse mètodo. 

- A existència de quantidades restritas de amostra para identificagào com base no 
DNA nào inviabiliza o processo, pois técnicas corno a de PCR amplificam a quantidade 
de àcidos nucléicos presentes. 


Genètica Forense 

DNA fingerprint 


Perfil de DNA obtido através da tècnica de RFLP 
(restriction fragment length polymorphism) 

Utilizava enzimas de restrigào para clivar a 
sequència de DNA, produzindo um padrào de 
fragmentos diferente em cada individuo 





Genètica Forense 


medili - AjAGCTT 

TGCTTÀCGCGÀTCGATCAGCAT 
GCCAjAGCTTCAGCATAATCGTC 
T CTAACTAGACTCGATCCCGTA 
CA^GCTTC GCTGACGATCGACA 

r.rrTA G,CCG T Al A GCTT^ rsQr jc 






Genètica Forense 


Hin dlll - AjAGCTT 


TGCTTACGCGATCGATCAGCAT 
GCCA 


AGCTTCAGCATAATCGTC 


T CTAACTAGACTCGATCCCGTA 

CA 


AGCTTCGCT GACGATCGACA 


GCCTAGCCGTA 


AGCTTCGGCTC 





























Genètica Forense 








































Genètica Forense 


stacfc of paper tovwels 


(A) unlabclod DNA 
cut with a 
reastriction 
nucleare 



(C) 

nitrocellulose 

paper 


remove nitrocellulose 
paper with tightly bound DNA 


labeled DNA 
of known sizcs as 
sizc markcrs 


ago rose 
gel 



DNA FRAGMENTS SEPARATED 
BY AGAROSE GEL ELECTROPHORES1S 


spenge 
alkali solution 


SEPARATED DNA FRAGMENTS BLOTTED 
ONTO NITROCELLULOSE PAPER 


LABELED DNA PROBE 
HYBRIDIZED TO 
SEPARATED DNA 



labeled 
DNA probe 
in buffer 


LABELED DNA PROBE HYBRIDIZED 
TO COMPLEMENTARY DNA BANDS 
VISUALIZED BY AUTORADIOGRAPHY 



labeled 

banda 








Genètica Forense 













Genètica Forense 
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Genètica Forense 

Em 1983 e 1986 duas mulheres foram 
estupradas e mortas em Narborough, Inglaterra 

•Um homem confessou a autoria dos crimes, 
mas o seu perfil nào batia com o sangue e o 
sèmen encontrados 

•Exames de DNA em massa foram realizados 
com todos os homens do vilarejo (5.000 
pessoas) mas o autor nào foi encontrado 





Genètica Forense 

Aproximadamente 1 ano depois urna mulher 
ouviu em um bar um homem comentando que 
havia doado sangue no lugar do seu amigo 
Colin Pitchfork. 

• O perfil deste homem era idèntico ao 
encontrado nos locais de crime. 

•Foi o primeiro caso de condenagào baseado 
em um exame de DNA 




Genètica Forense 













Genètica Forense 

Desvantagens 

•Tècnica muito demorada e trabalhosa 

•Necessita de grande quantidade de DNA 

•Dificuldade em se estabelecer vinculos 
genéticos 

•Anàlise de misturas inviàvel 




Genètica Forense 


STRs 

Short Tandem Repeat - Marcadores de DNA 
utilizados na genètica forense atualmente 





Genètica Forense 


V 






!.. [ 


Tandem 

repeats 


IsM 





Dispersed 1 
repeats 


x -. .■ jr 



(Klug & Cummings 2000) 



Genètica Forense 


STRs 

Sào pequenas sequèncias de DNA (2 a 8 
bases) que se repetem inumeras vezes. A 
quantidade de repetigòes da sequència varia 
de um individuo para o outro 




Genètica Forense 

Exemplo: Marcador X 

•Alelo 1: 

AGCT AAT CG AT CG AT CG ATCG AT CG AT CG AT CG GTGC A 
Alelo 2: 

AGCT AAT CG AT CG AT CG ATCG AT CG AT CG AT CG AT CG GT 
GCA 




Genètica Forense 

Marcador X 

Alelo 1: 7 repetigòes 
Alelo 2: 8 repetigòes 


Marcador X 


7 


8 





Genètica Forense 


Pai 


Mae 

7 9 


10 11 


Crianga 


9 


10 









Genètica Forense 

STRs 


Possuem um grande poder de diferenciagào 
entre individuos e apresentam um tempo de 
anàlise relativamente ràpido 

Possibilitam a anàlise de mais de um marcador 
ao mesmo tempo - Multiplex 





Genètica Forense 


Reagào de PCR Multiplex 

É urna reagào de PCR em que sào 
amplificados diversos fragmentos do DNA de 
interesse ao invés de apenas um 
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Genètica Forense 

STRs 


Sequèncias de 4 e 5 repetigòes sào 
amplificadas facilmente e sofrem menos com 
degradagào de DNA e amplificagào diferencial 

Fazem parte de urna classe de marcadores 
geneicos chamados de microssatélites 
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AmpF^STR® Identifiler™ 
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PowerPlex® 16 
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TPOX 

Tc 


13 Loci bdsicos de 5TR do GODE5, 
corri posicòes de cromossomos 
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Incus 

Marne 

Chromosomal Location 

Physical 

Position* 

Repeat Motif 
ISFG Format “ 

GenBank 
Accession 1 

GenBank 

Al le le 

Allele 
Range * 

Number of 
AJIeles Seen 

(5F1PO 

5q33.1 

c-fms proto-oncogene, 6” intron 

Chr 5 149.484 Mb 

TAGA 

XI4720 

12 

5-16 

20 

ISA 

4q31.3 

alpha fibrinogen, 3™ htron 

Chr 4 158.086 Mb 

CTTT 

M 64982 

21 

12.2-51.2 

80 

TUOI 

11 pi 5.5 

tyrosine hydroxylase, 1* htron 

Chr 11 2.156Mb 

TCAT 

000269 

9 

3-14 

20 

TPOX 

2p25.3 

ttiyroid peraxidase, 1 0* intron 

Chr 2 1.436 Mb 

GAAT 

M68651 

11 

4-16 

15 

VWA 

12p13.31 

von Willebrand Factor, 40» intron 

Chr 12 19.826 Mb 

rrCTGUTCTAl 

M25858 

18 

10-25 

28 

□3S1358 

3p2l.31 

Chr 3 45.543 Mb 

[TCTGirrCTAi 

NT.005997 

18 

8-21 

24 

D5S818 

5q23.2 

Chr 5 123.187 Mb 

AGAT 

G08446 

11 

7-18 

15 

□75820 

7q21.11 

Chr 7 83.401 Mb 

GATA 

G08616 

12 

5-16 

30 

□851179 

8q24.13 

Chr 8 125.863 Mb 

[TCTAirrCTGl 

G08710 

12 

7-20 

17 

D13S317 

1 3q 31.1 

Chr 13 80.52 Mb 

TATC 

G09017 

13 

5-16 

17 

D16S539 

16q24.1 

Chr 16 86.168 Mb 

GATA 

G07925 

11 

5-16 

19 

DI 8551 

I8q21.33 

Chr 18 59.098 Mb 

AGAA 

L18333 

13 

7-39.2 

51 

D21S11 

2lo2l1 

Chr 21 19.476Mb 

Corri plex 
tTCTAirrCTGl 

AP0CO433 

29 

12-41.2 

82 
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Locus 

Marne 

Chromosomal 

Location 

GenBank 

Accession 

Repeat 

ISFG format 

Allele 

Range 

Amplicon 

Size Range 

Reference 

ARA 

Xcen-ql3 

M21748 

CAG 

14-32 

255-315 bp 

Hammond et ai. (1994) 

ARO All 

11q23-qter 

J00048 

AAAG 

Corr,plex 

263-291 bp 

Dupuyand Olaisen (1997) 

ACTBP2 

6 

V00481 

AAAG 

4.2-37 

198-325 bp 

Dupuyand Olaisen (1997) 

04 

12p12-pter 

M8€525 

TTTTC 

6-16 

125-175 bp 

Hammond ef al. (1994) 

CVAR04 

15q21.1 

M30798 

AAAT 

5-12 

173-201 bp 

Hammond ef al. (1994) 

F13A01 

6p243-25.1 

M21986 

GAAA 

3.2-16 

281-331 bp 

Hammond et al. (1994) 

F13B 

1q3l-q32.1 

M64554 

TTTA 

6-12 

169-193 bp 

Promega 

FABP 

4q 28-31 

MI 8079 

AH 

10-15 

199-220 bp 

Hammond ef al. (1994) 

FES/FPS 

I5q25-qter 

X06292 

ATTT 

7-14 

222-250 bp 

Hammond ef al. (1994) 

HPRTB 

Xq26.l 

M 26434 

TCTA 

6-17 

259-303 bp 

Hammond ef al. (1994) 

LPL 

8p22 

D83550 

TTTA 

7-14 

105-133 bp 

Promega 

tenta 0 

21q 

AP001752 

AAAGA 

2.2-17 

376-449 bp 

Power Plex 16 

tenta E 

»Sq 

AC027004 

AAAGA 

5-24 

379-474 bp 

PowerPlex 16 

PLA2A1 

12q23-qter 

M22970 

AAT 


118-139 bp 

Hammond ef al. (1994) 

SENA4 

1q32 

M10151 

ACAG 


255-275 bp 

Hammond ef al. (1994) 

D1S1656 

1 pter-qter 

G07820 

(TAGA) 

(TAGG) 

9-19.3 

125-168 bp 

Wiegand ef al. (1999) 

D2S1242 

2pter-qter 

LI 7825 

(GAAA) 

(GAAG) 

10-18 

141-175 bp 

Reichenpfader ef al. (1999) 

D2S1338 

2q35—37.1 

G08202 

(TCCC) 

(TTCC) 

15-28 

289-341 bp 

5GM Plus. Identlfiler 

D3S1359 

3p 

A A306290 

TCTA 

11-25.3 

196-255 bp 

Poltl ef al. (1998) 

D351744 

3q24 

G08246 

GATA 

14-22 

150-182 bp 

Lrfecodes 




Locus 

Name 

Chromosomal 

Location 

GenBank 

Accession 

Repeat 

ISFG format 

Allele 

Range 

Amplicon 
Size Range 

Reference 

D6S477 

óote'-qte' 

G08543 

TCTA 

132-22 

206-240 bp 

Carracedo and Lareu (1998) 

D7S809 

7pter-qte'' 

X73290 

(AGGA) 

1AGGC) 

9 alleles 

241-289 bp 

Tarraki et al. (1996) 

08S347 

8q22.3-24.3 

LI 2268 

AGAT 

16-28 

340-388 bp 

Folti et al. (1997) 

D8S639 

8p21-p11 

L24797 

(AGAT) 

(AGGT) 

20-333 

316-371 bp 

5eidl et al. (1999) 

D9S302 

9q31-33 

G08746 

ATCT 

17 alleles 

255-353 bp 

Carr acedo and Lareu (1998) 

DI 042325 

lOpter-qter 

G08790 

TCTTA 

6-17 

113-168 bp 

Wiegand et al. (1999) 

D11S488 

11q24.1-25 

L04732 

(AAAG) 

IGAAG) 

26-41 

242-302 bp 

Sedi et al. (1999) 

D11S554 

11 p 11 .2—12 

M87277 

AAAG 

Complex 

176-286 bp 

Dupuy and Olaisen (1997) 

D12S3S1 

12 

G08S21 

(AGAT) 

(AGAC) 

15-26 

209-253 bp 

Lareu et al. (1 996) 

D12S1090 

12ql2 

Not found 

GATA 

9-33 

212-306 bp 

Ufecodes 

DI 85535 

18pter-qter 

G07985 

GATA 

9-16 

130-158 bp 

Wiegand et al. (1999) 

DI 85849 

18q12-q21 

G07992 

GATA 

9-20 

93-133 bp 

ufecodes 

DI 95433 

19q 12-13.1 

GC3C36 

AAGG 

9-17.2 

106-140 bp 

SGM Plus. Identifiler 

D20S161 

20pter-qter 

L16405 

TAGA 

14-22 

156-187 bp 

Hou et al. (1999) 

D22SS83 

22pter-qter 

GC8C86 

(TA) (TATC) 

12-212 

168-206 bp 

Carracedo and Lareu (1 998) 

DXS6807 

Xpte'-p222 

G09662 

GATA 

11-17 

251-275 bp 

Edelmann and Szibor (1999) 






















Genètica Forense 

Amelogenina: Gene que codifica proteinas 
presentes no esmalte do dente. 

No cromossomo X um intron desse gene 
apresenta urna delegào de 6 bp, o que nào 
acontece no cromossomo Y. 




A anàlise de DNA teve sua primeira aplicagào no contexto criminal em 1986 e, desde 
entào, tem experimentado um enorme desenvolvimento, caracterizando-se corno urna 
especialidade das cièncias forenses. A esse respeito, julgue os itens a seguir. 

- De forma geral, as regiòes codificantes do genoma humano sào altamente polimórficas. 

- As repetigòes curtas em tandem (STR) fazem parte de urna classe de marcadores que 
reune caracteristicas altamente desejàveis na identificagào humana. 

- Quando comparados aos marcadores genéticos, alguns marcadores protéicos 
polimórficos tèm expressào tecido-especifica e, consequentemente, aplicagào limitada a 
algumas categorias de material biològico. 

- Os marcadores de DNA, quando comparados aos marcadores convencionais, 
possibilitam a identificagào de vestigios em elevado estado de putrefagào ou submetidos a 
altas temperaturas. 


Rotina de DNA forense 


Processos, reagentes e equipamentos na 
rotina de um laboratòrio de DNA forense 
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Tudo comega fora do laboratòrio 


Coleta das amostras 
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A coleta das amostras é importantissima 
para a qualidade do resultado final 
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Origens diversas: 

•Locai de crime 

•Viti mas 

•Suspeitos 

•Roupas e objetos 

•Partes em um processo 
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Materials biológicos mais utilizados 
coletados em pessoas vivas: 

•Sangue 

•Swab mucosa orai 
•Pelos 




O modelo do DNA, proposto em 1953, por Watson e Crick, corri base na sequència 
linear de nucleotideos, rendeu a seus autores o Prèmio Nobel em 1962. É gragas ao 
DNA que cada pessoa é caracterizada corno um individuo singular. Com base nos 
estudos sobre o DNA, julgue os itens que se seguem: 

- Somente a partir da década de 80 do século XX, o DNA passou a ser usado 
legalmente para justificar urna condenagào. 

- As principais técnicas laboratoriais usadas para comparar e avaliar fragmentos de 
material de DNA sào as anàlises de polimorfismo de comprimento dos fragmentos de 
restrigào (RFLP) e a reagào em cadeia da polimerase (PCR). 

- Frequentemente, os tecidos moles da cavidade bucai sào boas fontes de DNA. 
Entretanto, a saliva nào pode ser usada corno fonte para estudo do DNA, por ser 
destituida de células, ao contràrio dos tecidos bucais. 
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Materials biológicos mais utilizados 
coletados em cadaveres: 

•Sangue 

•Swab mucosa bexiga 
•Musculo e Cartilagem 
•Ossos e dentes 
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Materials biológicos coletados de 

suportes: 

•Roupas 

•Projétil 

•Armas 

•Cigarro 

•Veiculo 
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Coleta e conservalo: 

Os vestigios encontrados em locais de 
crime devem ser corretamente coletados, 
preservados, transportados e armazenados 
antes de serem examinados em laboratorio 
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Cadeia de custòdia: 

É um processo usado para manter e 
documentar a história cronològica de um 
vestigio, desde a sua coleta em um locai de 
crime até o resultado final dos exames 
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Caso O. J. Simpson 
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Caso O. J. Simpson 
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Caso O. J. Simpson 
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SampleVLocation 
(Date collected) 

Number of Samples 
Collected 

DNA Match 

Defense Challenge 

Sood drops at 

Nicole Brown's 
borre (13June) 

5drops leading away 
from house 

Sirrpson 

Heavy degradation of thè 'real' killer's 
DNA: tampering with evidence 
'swatches'; sample contamination 
during laboratory investigation 

Stains on rear gate 
at Brown's home 

0 July) 

3 stains 

Sirrpson 

Samples planted by rogue police 
officers priorto collection 

Stains in O.J/s Bronco 

5 stains around 

Sirrpson in 5 stains; 

Simpson's DNA presentfor reasons 

{14 J une) 

vehicle; bloody 
footprint; sta in on 
center console 

Brown in footprint; 
Sirrpson,'Goldman 
mixture on console 

unrelated to thè crime; Detective 

Mark Fuhrman planted thè blood 
footprint; Laboratory Controls failed 
on console mixture analysis 

Second collection of 
stains in O.J.'s Bronco 
Q6 Augusti 

3 stains 

Mixture of 

Simpson, Brown, 
and Goldman 

Blood planted inthevehicle between 
thè crime and thè collection 

Stains at Simpson's 
borre (13 June) 

2 drops indriveway, 

1 in foyer, 1 in rraster 
bedroom 

Simpson 

Simpson bled atthese locations for 
reasons unrelated to thè crime 

Socks found in 
Smpson's bedroom 
(13 June) 

Multiple stains 

Simpson and Brown 

Blood planted after thè socks were 
collected 

Bloody g ove found 
on thè grounds of 
Simpson's home 
(13 June) 

15 stains identf ed 

Goldman, Simpson, 
and Brown a ore 
or as mixture 

Gio.<e was removed from murder scene 
and planted by Detectve Mark Fuhrman; 
Simpson's DNA was prese r t because of 
aboratory contamination 

















Em urna cidade dos Estados Unidos da América (EUA), a policia locai encontrou 
urna cena de crime farta em evidèncias: muito sangue, pegas de vestuàrio, 
pegadas e urna trilha de sangue que revelava o caminho seguido pelo criminoso. 
Seguindo essas pistas, os policiais chegaram à casa do ex-marido de Nicole, o 
astro de cinema e idolo do futebol norte-americano O. J. Simpson, obtendo ali 
mais evidèncias: manchas de sangue em seu carro, nas suas meias e no chào 
do jardim. Exames de DNA comprovaram que esse sangue era das vitimas. 
Assim, a promotoria acreditava ter nas màos um caso fechado, que nào poderia 
ser contestado, mas foi surpreendida pela estratégia dos advogados de O. J. 
Simpson: o questionamento das provas. As càmeras de televisào flagraram o 
Principal perito da policia coletando amostras sem luvas, policiais manipulando 
evidèncias sem trocar as luvas e muitas pessoas circulando na cena do crime, 
que nào tinha sido bem isolada. 

Ciència Hoje, voi. 29, n. Q 169 (com adaptagòes). 

Considerando a situagào descrita no texto acima, que relata dados 
referentes a um caso de homicidio ocorrido nos EUA em 1994, julgue os itens a 
seguir. 


- As metodologias de RFLP e PCR, que sào fundamentadas 
no mesmo principio e requerem a mesma quantidade de 
amostra, diferindo apenas quanto às enzimas utilizadas, 
poderiam ter sido aplicadas à situagào descrita. 


- Na situagào descrita, a tipagem sanguinea seria suficiente 
para a precisa identificagào das vftimas a partir de manchas de 
sangue, nào sendo necessario o uso de exames de DNA. 


- Na situagào considerada, material ùmido coletado pelo 
perito para anàlise de padròes de DNA deveria ser armazenado 
em sacos plàsticos hermeticamente fechados, pois 
microrganismos capazes de contaminar a amostra nào 
sobrevivem em tais condigòes. 



Rotina de DNA forense 

Cuidados na coleta de material biològico: 

•Usar luvas e màscaras 

•Evitar conversar sobre as amostras 

•Coletar quantidade suficiente para os 
exames evitando ao màximo contaminagào 
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Cuidados na preservalo do material 
biològico: 

•Secar os suportes utilizados para a coleta 

•Manter as amostras em baixa temperatura 
(congeladas) 
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Testes de natureza das amostras 

'Sangue: Imunológicos, sorológicos, luminol 
'Esperirla: PSA, fosfatase alcalina 

'Globulina humana 
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Extragào 


Tem o objetivo de retirar o material celular 
do suporte, lisar as células e eliminar todo 
o conteudo celular deixando apenas o DNA 





Rotina de DNA forense 

Extragào 


Protocolos diferentes para cada tipo de 

amostra 
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Sangue 


•Amostra padrào para 
coletas de referèncias 

•Extragào simplificada 

•Pouca variagào entre 
diferentes amostras 
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Papel FTA 
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Swab de mucosa orai 

•Alternativa menos invasiva ao sangue 

•Muito utilizada para coleta em criangas 

•Coleta necessita ser bem feita para se obter 
boa quantidade de células 


Coleta menos especializada 
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Swab de mucosa orai 
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Swab de mucosa orai 
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Pelos 


•Praticamente nào se usa a coleta de pelos e 
fios de cabelo para amostras de referència, 
devido a dificuldade de se trabalhar com esse 
tipo de amostra 
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Pelos 



medulla - 
cortex - 
emide «_ 


hair shaft 


inner root sheat 


matrix 
dermale papilla 


» sebaceous gland 
» erector muscle 


» hair bulb 





















Rotina de DNA forense 
Amostras Forenses 

•Diversos protocolos diferentes de extragào 

•Extragào orgànica Fenol-Clorofórmio mais 
usada, por ser barata e extrair grande quantidade 

•Desvantagem: Mais trabalhosa, muitas etapas, 
reagentes perigosos e o produto final nào é tao 
limpo 
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Amostras Forenses 

•1 a Etapa: Amostra incubada com um tampào de 
lavagem e lise celular 

•2 a Etapa: Extragào com Fenol-clorofórmio 

•3 a Etapa: Precipitagào com àlcool 

•4 a Etapa: Centrifugagào e ressuspengào em H 2 0 
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Extragào diferencial 

•Utilizada em casos de crimes sexuais 

•Objetivo é realizar urna lise diferencial das 
células epiteliais femininas e dos 
espermatozóides 

•Utiliza dois “detergentes” de membrana 
difere ntes 
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Extragào com Chelex® 

•Resina que tem afinidade por DNA 

•Extragào mais ràpida e com menos etapas 
do que a orgànica 

•Produto final em menor quantidade e mais 
“sujo” do que orgànica. 





I. ISOLATE DNA BY SAUNE MOUTHWASH 


RIM SE 
moutl’ 
with 
saline 



TFANSiFEE 



CeMTRIFUGE 
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Extragào corri kit comerciais 

•Kits de extragào prontos, otimizados para um 
grupo ou amostras especificas 


•Extragào mais ràpida e produto mais “limpo”, 
porém mais cara e menor quantidade. 
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Extragào com kit comerciais 

nomili - moiocot 

© 


-hÉiii il i ■ "a ■» i iWirà n ■ -Mi 

-.■■■ ha 1 ■ 'irviMa' Iwter 1 Srm k n« 
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Eitnctton Kit 
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IMI III 
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Quantificagào 


•Importante para avallar a quantidade de DNA 
presente em urna amostra 


•Técnicas modernas também passam 
informagào sobre a presenga de inibidores de 
PCR 





Rotina de DNA forense 

Quantificagào 





Quantificacào através de PCR-RT 


































PCR em tempo reai 

•Modificagào da tècnica de PCR que a torna 

quantitativa 

•Utilizada para detecgào de alelos em DNA 
genòmicos, diagnòstico de doengas, identificagào 
de organismos transgènicos, identificagào de 
patógenos em alimentos 




PCR erri tempo reai 

Real-time PCR: TaqMan 










PCR erri tempo reai 


The 5' nudease assay 
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Quantificagào 


Amostra 

Protocolo 

et 

Qtd (ng) 

C-9856 

Humano 

29,58 

3,324 


Masculino 

28,49 

3,129 


IPC 

27,31 





• PCR em tempo reai permite quantificar o 
DNA presente em urna amostra 

• Permite também distinguir a fonte de DNA 
em humana e masculina 

• Padrào interno permite avaliar a presenga ou 
nào de inibidores 

• Possibilità ajuste da concentragào ideal de 
DNA 
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Amplificacào 










Amplificalo 
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Amplificalo 

•Primers: Forward e Reverse (sense - anti- 
sense 

•Se o produto for submetido à eletroforese 
capilar, os primers sào marcados com um 
fluoróforo 

•A amplificagào ocorre sempre no sentido 5'- 3' 




Ciclo O 


Ciclo 1 


Ciclo Z 










































cycle #n 























































































Amplificalo 


Mafalda, às vezes me p ergunto: 
Qual o sentido età vieta? 


É na direnaci 5’-- > 3 \ 
Felipe! ! ! 



















Paràmetros dos eidos 


1. Temperatura e Tempo de desnaturagào 


•Falta de desnaturagào do molde é urna causa 

comum de falha na PCR 

•Tipicamente 94°C por 30 s 

•Tempo de desnaturagào muito longo reduz a 
meia vida da enzima 





r ^ \\ \ * 

Paràmetros dos eidos 


2. Temperatura e Tempo de anelamento 

•Temperatura de anelamento = 5oC abaixo do 
Tm reai dos primers 

•Tempo de anelamento = 15 a 30 s 

•Tempo de extensào: fungào tamanho do 
AMPLICON 

- 1 minuto é suficiente 1,2 kb 

- Longo, reduz a meia vida da enzima 





Efeito Plateau: desvio da quantidade teòrica 
Eficiència teòrica x Eficiència Reai 












1 Ò l 5 To l Ì5 l 20 l 25 l 3Ò l 35 l 40CycÌe 




















Principais fatores contribuintes 

•Perda da atividade da Polimerase 
•Acumulo de inibidores 
•Limitagào dos componentes 
•Competigào entre produtos 
•Pareamento Produto x Molde, 
•Competigào com anelamento do primer 
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Amplificacào 


Componente 

Volume 

H 2 0 

5,5 qL 

Reaction Mix 

12,5 mL 

Primer Set 

10,5 qL 

Taq Gold 

0,5 ljL 

Volume total 

22,0 qL 


DNA (0,5 a 1,25 ng) 5,0 ql_ 
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Amplificacào 
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Eletroforese 
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Eletroforese 


•Para separagào de fragmentos de DNA sào 
utilizados dois tipos de gel: Agarose e 
Poliacrilamida 


•Agarose utilizado para fragmentos maiores e 
poliacrilamida pra amplicons menores (corno 
os de STR) 





Eletroforese 


•A eletroforese em gel trabalha corri DNA 
tanto na forma fita simples quanto fita dupla 

•Para conseguir que o DNA fique estàvel na 
forma de fita simples sào utilizados agentes 
desnaturantes corno por exemplo Uréia e 
Formamida 
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Eletroforese Capilar 

• Separagào dos amplicons de DNA em um 
capilar ao invés do gel 

•Possui diversas vantagens corno maior poder 
de resolugào, corrida mais ràpida, potencial 
para automagào, utiliza pequenas quantidades 
de amostra, visualizagào do resultado 
imediata 
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Eletroforese 
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Sequenciamento 


Técnicas utilizadas para descobrir a sequencia das 
bases de um fragmento de DNA nào conhecido 
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Fig 1: Genomic DNA is fragmented, ligated into virai DNA 
and packaged into virai particles to create a library 


























Fig 2: Short frag mente of DNA sequenze are ordered by ovedapping 
data to recreate thè whole genome sequence 
















Hierarchical shotgun sequencing 
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TGATCATGC TTAAAC C CTGTGCATCCTAC TG. . 


Assembly ... accgtaaatgggctgatcatgcttaaaccctgtgcatcctactg ... 

















Sequenciamento de Nova Geragào 


Novas metodologias que permitiram aumentar muitas 
vezes a capacidade de sequenciamento, abrindo a 
possibilidade para novos estudos que eram inviàveis com as 
tecnologias mais antigas 
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Marcadores dos Cromossomos X e Y 
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Cromossomo Y 


•Linhagem Patrilinea 

•90% da populagào brasileira possui Y de 
origem européia 


Estudo da origem populacional 





Cromossomo Y 























Cromossomo Y 


A Functional Map of thè Y Chromosome 

(from Lahn & Page 1997, Science 278:675) 


Racently published Genes 


Genes and Subdivisions of thè Human Y Chromosome 


Nonrecombimng region 






























































Cromossomo Y 

•Muito util em crimes sexuais 

•Reconstituigòes de paternidade corri filhos 
homens ou corri parentes homens 

•Marcadores de linhagem, nào individuos 
especificos 
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Y STR Positions along Y Chromosome 


New Y STRs from Mike Hammers group 
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Cromossomo Y 
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Cromossomo Y 


•O resultado do matching do Y nào identifica 
individuo, mas sim urna linhagem! 

•Resultado forte nos casos de exclusào e 
fraco nas inclusòes. 





Cromossomo X 







Cromossomo X 


Principal uso: Casos de paternidade 
deficientes, com apenas um genitor 
(principalmente suposto pai ausente) 


Complementar em casos de identificagào 
humana e mutagào de autossómicos 





DNA Mitocondrial 






DNA Mitocondrial 





















DNA Mitocondrial 


Cromossomo mitocondrial 16,569 
bp, centenas de cópias por célula 

Ùtil para amostras com alto grau 
de degradagào e em baixissima 
quantidade 




DNA Mitocondrial 


Cromossomo caracteristico da 
linhagem materna, passado da 
màe para os filhos 

Membros de urna mesma familia 
possuem o mesmo haplótipo, a 
nào ser que tenham ocorrido 
mutagòes 




DNA Mitocondrial 


Differences from Reference Sequence 

mtDNA sequences from tested samples are aligned with thè 
reference rCRS sequence (e.g , positions 16071-16140) 


16030 

rCRS ACCGCTAGGI 
Q AOCGCTATGT 
K AOCGCTATGT 


16100 16110 


AT 
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’CGTACA TTACTGCCAG 

AT 


’CGTACA TTAC7C-CCAG 

AT 
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’CGTACA TTACTGCCAG 


C( 


16120 


CATGAA 


CCACCATGAA 
CCACCATGAA 


16130 

SAT-GGACCb 


:attgta: 

ZATCGCA:; 


16140 
TACCAIAAAT 

TACCA TAAAT 
TACCA IAAAT 


16093 


16129 


Differences are reported by thè position and thè nucleotide 
change (compared tothe rCRS) 

Sample Q Sample K 

16093C 16093C 
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DNA Mitocondrial 

Desvantagens 


Baixo poder de discriminagào 
Estudo caro e trabalhoso 





Sobre a utilizagào de DNA mitocondrial corno fonte de material para anàlises de DNA é correto 
afirmar que: 

(A) é frequentemente utilizado em casos de determinagào de paternidade, pois està presente em 
grande quantidade no espermatozóide; 

(B) sua utilizagào nào é indicada para materiais resultantes de incèndios ou explosòes, pois só ha 
urna còpia de DNA mitocondrial. 

(C) é indicado nos casos em que a quantidade de material celular é reduzida, corno nos residuos 
fecais e material calcinado, pois as células possuem grande nùmero de cópias do DNA mitocondrial em 
relagào ao nuclear; 

(D) nào permite a realizagào de estudos evolutivos em materiais muito degradados, corno as 
mumias, pois é menos resistente que o nuclear. 

(E) a anàlise do DNA mitocondrial humano nào é recomendada às aplicagòes forenses, pois possui 
muitas regiòes desconhecidas e é tào grande quanto o DNA nuclear. 


DNA Mitocondrial 
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